(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VERftFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fQr geistiges Eigentum 
Internationales Btiro 

(43) Internationales VerSffentlichungsdatum 
25. Januar 2001 (25.01.2001) 




PCT 



iiii ii ii in i ! ii ii imiii in ii i ii 

(10) Internationale VeroTfentlichungsnummer 

WO 01/06003 A2 



(51) Internationale Pateotklassifikation 7 : C12Q 1/68 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP00/06842 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

18. Juli 2000 (18.07.2000) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerdfTentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 33 078.6 19. Juli 1999 (19.07.1999) DE 

(71) Anmelderund 

(72) Erfinder: MULLER, Werner, E., G. [DE/DE]; Sem- 
melweisstrasse 12, D-65203 Wiesbaden-Biebrich (DE). 



SCHR&DER, Heinz, C. [DE/DE]; Hans-Bredow-Strasse 
37a, D-65189 Wiesbaden (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): RATEL, Renato 
[HR/HR]; Marco Garbin 2, 52210 Rovinj (HR). 

(74) Gemeinsamer Vertreter: MCLLER, Werner, E., G.; 

Semmelweisstrasse 12, D-65203 Wiesbaden-Biebrich 
(DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, . 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 
CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ED, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 



(54) Title: METHOD AND KIT FOR DETERMINING DNA DOUBLE/SINGLE STRAND BREAKS AND DEVICE FOR CAR- 
RYING OUT THE CONTROLLED FILTRATION OF, IN PARTICULAR, DNA MOLECULES WITH WELL FILTER PLATES 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND KIT ZUR BESTIMMUNG VON DNA-DOPPEL-ZEINZELSTRANGBROCHEN UND 
VORRICHTUNG ZUM KONTROUJERTEN FILTRIEREN VON BSfSBESONDERE DNA-MOLEKt)LEN MIT WELL-FILTER- 
PLATTEN 




< 



O (57) Abstract: The invention relates to, among other things, a method for detennining double strand breaks which comprises the 
rH following steps: a) depositing cells and/or tissues to be examined on specific filters; b) lysis of the cells/tissue with at least one 
O detergent, with at least one chaotropic substance, and with at least one fluorescence dye that binds specifically a DNA double strand; 
a c) elution of the DNA fragments, released by the lysis, through the specific filters, and; d) carrying out a fluorescence spectroscopic 
evaluation, whereby only one eluate fraction is collected per well. 

^ [Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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(57) Zusammenfessung: Es wird unter anderem ein Verfahren zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen bereitgestellt, mit 
folgenden Schiitten: a) Aufgabe von zu untersuchenden Zeilen und/oder Geweben auf spezifiscbe Filter; b) Lyse der Zellen/Ge- 
webe mit mindestens ein em Detergens, min des tens einer cnaotropen Substanz und mindestens einem spezifisch DNA-Doppelstrang 
bindenden Fluoreszenzfarbstoff; c) Elution der durch die Lyse freigesetzten DNA-Bruchstticke durch die spezifischen Filter; d) 
Durchfuhren einer fhioreszenzspektroskopischen Auswertung, wobei pro Well nur eine Eluat-Fraktion gesammelt wird. 
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Verfahren und Kit zur Bestimmung von DNA-Doppel-/Einzelstrangbruchen und Vorrich- 
tung zum kontrollierten Filtrieren von insbesondere DNA-Molekulen mit Well-Filterplatten 

Die Erfindung betriffl im allgemeinen u.a. Verfahren und Kits zur Bestimmung von DNA-Doppel- 
oder DNA-Einzelstrangbriichen. 

Die Erfindung betriffl im besonderen zum einen ein Verfahren und einen Kit zur Bestimmung 
von DNA-Doppelstrangbriichen, entsprechende Verwendungen, Vorrichtungen zum kontrollier- 
ten Filtrieren von insbesondere DNA-Molekule und/oder andere Molekule/Molekulkomplexe ent- 
haltenden flussigen Medien mit Well-Filterplatten und verschiedene Verwendungen. 

Vom Stand der Technik ist eine Reihe von Assays zur Bestimmung von DNA-Doppelstrang- 
briichen bekannt. Es handelt sich insbesondere urn die neutrale Filterelution, die Pulsed-Field-Gel- 
elektrophorese und den neutralen Komet-Assay (Elia et aL, Pharmacol Ther. 51:291-327; 1991; 
Sarkaria et aL, Radiat. Res. 150:17-22; 1998; Prise et aL, Int. J. Radiat. Biol. 74:173-184; 1998). 

Bei der Filterelution werden die auf DNA-Schaden zu untersuchenden Zellen auf Filter gege- 
ben und zunachst mit einer neutralen Lyselosung zur Entfernung von Nicht-DNA-Anteilen behan- 
delt. Die DNA bleibt dabei auf dem Filter zuriick. Danach werden die Filter mit der darauf befind- 
lichen DNA langsam Qber mehrere Stunden mit einer geeigneten Ltfsung durchstromt, wobei die 
ausgewaschene Losung in mehreren Fraktionen gesammelt wird. Die Verteilung der DNA zwi- 
schen den gesammelten Fraktionen wird gemessen. Diese Prozedur ist sehr zeitaufwendig (Ar- 
beitsdauer in der Regel mehr als 10 Stunden), kompliziert in der Durchfuhrung; storanfallig (hau- 
figes Undichtwerden der Filter und Filterhalter), und sie kann nur zur gleichzeitigen Bestimmung 
von Doppelstrangbriichen bei einer relativ kleinen Anzahl von Proben angewandt werden. 

Bei der Pulse-Field-Gelelektrophorese handelt es sich urn eine Agarose-Gelelektrophorese, mit 
der zwar DNA-Doppelstrangbriiche detektiert werden konnen, die nur mit einem 1 Gy ionisieren- 
der Strahlung induziert wurden, die jedoch inhSrente Probleme bei der Messung der Strangbruch- 
Reparatur aufweist. Die Pulsed-Field-Gelelektrophorese laflt sich am besten mit Zellsuspensionen 
nicht jedoch mit Gewebeproben durchfuhren. Zur Durchliihrung dieser Methode ist eine kosten- 
aufwendige Apparatur erforderlich. Die Prozedur ist zeitaufwendig (ca. 24 Stunden) und 
ermoglicht nur eine gleichzeitige Bestimmung von relativ wenig Proben. 

Beim Komet-Assay ("single-cell gel electrophoresis") werden DNA-Strangbriiche in Einzel- 
zellen gemessen. Zu diesem Zweck werden die Zellen in "low melting point"- Agarose auf einem 
Objekttrager suspendiert. Der Objekttrager wird dann in einen LysepuiBFer gegeben und anschlie- 
fiend in den Elektrophoresepuffer. Wahrend der Elektrophorese wandert die geschadigte DNA in 
Richtung Anode unter Ausbildung eines Kometenschweifs. Je grofler das AusmaB des Schadens 
(Anzahl der Strangbriiche), desto groBer ist der resuhierende Schweif. Doppelstrangbriiche 
werden unter neutralen Bedingungen und Einzelstrangbruche unter alkalischen Bedingungen ge- 
messen. Nachteilig bei dieser Methode ist, daB Bestimmungen von DNA-Schaden in Geweben 
nicht moglich sind. Daiiiberhinaus benotigt das Verfahren zur Auswertung einen kostenaufwendi- 
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gen Image-Analyser sowie erfahrenes Personal fur die Interpretation der Ergebnisse. SchlieBlich 
ist die Zeitdauer fur die Probenvorbereitung vor der Lyse verhSltnismaBig hoch. 

EP 0 359 249 offenbart iLa. eine Vorrichtung und ein Verfehren zum Filtrieren von fliissigen 
Medien mit Well-Filterplatten im Verbund mit Mikrotiterplatten. Bei dieser Vorrichtung ist ein 
AnschluB zum Anlegen eines Unterdrucks unterhalb der jeweiligen Filter vorgesehen. Nachteilig 
hierbei ist die relativ komplizierte Ausgestaltung der Vorrichtung, wobei dariiberhinaus beim 
Verfehren nicht immer ein kontrolliertes Filtrieren von fliissigen Medien gewahrleistet ist. Bei dem 
kommerziell erhaltlichen MultiScreen-Vakuumfiltrationssystem (Firma Millipore GmbH) laBt sich 
das fiir ein langsames Hindurchsaugen der Proben erforderliche Vakuum, das fur das in dieser 
Anmeldung beschriebene Verfehren zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen notwendig 
ist, auch mit Hilfe des Vakuumschiebeschalters an diesem Gerat nicht aufbauen. 

Aus dem, vorgenannten ergibt sich das Problem, die oben aufgefiihrten Nachteile zumindest 
teilweise zu beseitigen. Das sich ergebende Problem besteht insbesondere darin, ein Verfehren und 
ein Kit zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen bereitzustellen, die eine hohe Empfind- 
lichkeit und Genauigkeit aufweisen und gleichzehig eine Schnellbestimmung der DNA-Schaden 
(Arbeitsdauer weniger als 3 Stunden) bei einem hohen Probendurchsatz (z.B. parallele Bestim- 
mung einer groBeren Anzahl von Proben, beispielsweise von 96 Proben bei Verwendung von 96- 
Well-Mikrotiterplatten) ermoglichen. Dariiberhinaus besteht das Problem darin, eine Vorrichtung 
und ein Verfehren bereitzustellen, die eine verbesserte Kontrollierbarkeit der Filtration 
gewShrleisteiu Fiir ein solches Verfehren besteht ein dringender Bedarf, beispielsweise in der 
Medizin (Bestimmung der optimalen Strahlendosis bei Strahlentherapiepatienten) oder beim 
Umwelt-Monitoring (Nachweis des Effektes genotoxischer Substanzen). 

Dieses Problem wird erfindungsgemdft durch ein Verfahren nach Anspruch /, einen Kit nach 
Anspruch 3, Vorrichtungen nach den Anspruchen 4 und J, Verfahren nach Anspruch 6 y und Ver- 
wendungen nach Anspruch JO geldst. 

Beim erfindungsgemMfien Verfahren werden zunachst die zu untersuchenden Zellen und/oder 
Gewebe auf spezifische Filter gegeben. Bei diesen kann es sich urn handelsiibliche, fiir diese 
Zwecke geeignete Filtertypen handeln, beispielsweise MultiScreen Filtrationsplatten der Firma 
Millipore GmbH (Eschbom, Deutschland) mit Durapore-Membranen (z.B. 0,22 ^m PorengroBe). 
In AbhSngigkeit von der DNA-Lange k6nnen Membranen mit kleineren oder groBeren 
PorengroBen vorteilhaft sein. 

AnschlieBend werden die Zellen/Gewebe lysiert in Gegenwart von mindestens einem Deter- 
gens, beispielsweise SDS (Natriumdodecylsulfet), mindestens einer chaotropen Substanz, bei- 
spielsweise Harnstoff, und mindestens einer Metallionen komplexierenden und DNA-Reparatu- 
renzyme hemmenden Substanz, beispielsweise EDTA, oder mindestens einer Protease, beispiels- 
weise Proteinase K. Schon in diesem Schritt kann mindestens ein spezifisch DNA-Doppelstrang 
bindender Fluoreszenzferbstoff hinzugegeben werden. Die Metallionen komplexierende und 
DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz ist notwendig, da erstens Metallionen zur Querver- 



WO 01/06003 3 PCT/EP00/06842 

netzung der DNA fiihren konnen und dadurch deren Elution beeintrachtigen und zu einer fehler- 
haften Einschatzung des Anteils an intakter DNA fuhren konnen und da zweitens DNA-Reparatu- 
renzyme zu einer Elimination der zu messenden DNA-Schaden fuhren. Altemativ dazu kann eine 
Protease verwendet werden, da dadurch bei der Lyse DNA-Reparaturenzyme abgebaut werden, 
die sonst zu einer Elimination der zu messenden DNA-Schaden fuhren wiirden. 

Danach werden die durch die Lyse freigesetzten DNA-BruchstQcke durch die Filter mit einer 
kontrollierten, konstanten Elutionsgeschwindigkeit eluiert und danach eine fluoreszenzspektro- 
skopische Auswertung durchgefuhrt. Die Elution wird insbesondere durch die erfindungsgemaBen 
Vorrichtungen zum kontrollierten FUtrieren von fliissigen Medien mit Filterplatten durchgefuhrt. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren macht man sich die Erkenntnis zunutze, daB nach der 
Zellyse und der gleichzeitig in der LyselSsung stattfindenden Disintegration der DNA-Histon- 
Komplexe die freigesetzten DNA-Molekttle mit der Lyse/Elutions-Losung ausgewaschen werden. 
Die Elution der DNA-Molekule verlauft dabei umso schneller, je kilrzer sie sind ("Siebeffekt"). 
Das Verfahren erlaubt somit die Bestimmung der Zahl der Doppelstrangbriiche der DNA. 

Beim Lyse-Schritt betragt vorteilhafterweise die Konzentration der chaotropen Substanz 2 bis 
4 mol/1, da in diesem Bereich eine ausreichende Zell-Lyse und Denaturierung bewirkt wird, ohne 
daB der Quencheffekt zu stark wird. Dariiberhinaus betragt die Konzentration der Metallionen 
komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz vorteilhafterweise 0,005 bis 
0,05 mol/1, da in diesem Bereich eine ausreichende Wirksamkeit gewahrleistet ist. Von Vorteil ist 
es, wenn der pH-Wert beim Lyse-Schritt auf 7 bis 1 1 eingestellt wird, da in diesem Bereich eine 
optimale Zell-Lyse beobachtet wird, ohne daB eine DNA-Entwindung eintritt (Trennung der 
beiden DNA-Strange bei hoheren pH-Werten). 

Von besonderem VorteU ist es, wenn die Konzentration der chaotropen Substanz beim Lyse- 
Schritt 2,25 mol/1 betragt, da bei dieser Konzentration ein Optimum zwischen Denaturierung 
einerseits und Anfarbbarkeit (mit dem Fluoreszenzfarbstoff: nur geringer Quencheffekt) anderer- 
sehs vorliegt. Weiterhin ist es von Vorteil, wenn die Konzentration der Metallionen komplexie- 
renden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz des Lyseschrittes 0,02 mol/1 betragt, da 
dadurch eine ausreichende Entfernung von Spuren an Schwermetallen (die zu Quervemetzungen 
der DNA fuhren konnen) bei gleichzeitig starker Herabsetzung des die Messungen beeintrachti- 
genden Quencheffekts sichergestellt werden kann. 

Die nachfolgenden Ausfuhrungsformen sind vorteilhaft, da sich diese in der Praxis bewahrt 
haben: Die Konzentration des Detergens (insbesondere von SDS) betragt 0,00175 mol/I; die Kon- 
zentration der Protease betragt beim Lyse-Schritt 0,5 mg/ml; es wird als chaotrope Substanz 
Harnstoff verwendet; es wird als Metallionen komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hem- 
mende Substanz EDTA verwendet; als Protease wird Proteinase K verwendet; als Detergens wird 
SDS verwendet; der pH-Wert bei der Lysierung betragt 10,0. SchlieBlich hat sich der Fluores- 
zenzfarbstoff PicoGreen aus ausgesprochen zuverlassig und somit vorteilhaft bewahrt. 

Das Verfahren besitzt folgende Vorteile: 
1. Das Verfahren bendtigt nur einen geringen Zeitaufwand (etwa eine Stunde). 
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2. Das Verfahren ist hochsensitiv; nur geringe Mengen an Proben-DNA sind erforderiich (etwa 
30 ng DNA pro Well; dies entspricht etwa 3000 Zellen oder 25 ug Gewebe). 

3 Das Verfahren erlaubt einen hohen Probendurchsatz (Durchfiihrung von 96 Bestimmungen pro 
Stunde bei Verwendung einer FUtrationsvorrichtung mit einer 96-WeU-Mikrofilterplatte). 

4 Das Verfahren kann mit nichtradioaktiver DNA durchgefuhrt werden. 

5 Das Verfahren kann nicht nur fur Zellen sondem auch fur Gewebeproben angewendet werden. 

6 Die Durchfiihrung des Verfahrens ist einfech und erfordert keine besonderen Fachkenntnisse. 
Der nachfolgende ™ zur R^timmu nr v on DNA-D opnelstrangbrOchen weist die oben 

genannten VorteUe auf: Der Kit enthalt mindestens ein Detergens, mindestens eine chaotrope 
Substanz, mindestens einen spezifisch DNA-Doppelstrang bindenden Fluoreszenzfarbstoff und 

mindestens einen spezifischen Filtertyp. 

Die folgenden A.^ r .,n r fnrmen des Kits sind aus obigen Grilnden vorteilhaft: Der Kit ent- 
halt mindestens eine MetaUionen komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Sub- 
stanz. Der Kit enthalt mindestens eine Protease. Die Konzentration der chaotropen Substanz bei 
der Lyse betragt 2 bis 4 mol/1. Die Konzentration der MetaUionen komplexierenden und DNA- 
Reparaturenzyme hemmenden Substanz bei der Lyse betragt 0,005 bis 0,05 mol/l. Die Protease .st 
Proteinase K. Die Konzentration der Protease beim Lyse-Schritt betragt 0,01 bis 5 mg/ml. 

rir mrhf ~i r -^ v^nHnnaen de s erfindungsgema Ben Verfahrens und der erfindungsge- 
maBen Kits weisen die oben aufgefilhrten uberraschenden und vorteilhaften Eigenschaften ebenso 
auf Es geht hierbei insbesondere urn Verwendungen zum: 

. Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen und Quervernetzungen in humanen, tierischen oder 
pflanzlichen Geweben und Zellen, in Bakterien und Einzellem, in Zellinien humanen, tienschen 
Oder pflanzlichen Ursprungs und subzeUularen Fraktionen, sowie in isolierter DNA; 

. Nachweis von DNA-Reparatur in humanen, tierischen oder pflanzlichen Geweben und Zellen, 
in Bakterien und EinzeUern, in Zellinien humanen, tierischen oder pflanzlichen Ursprungs. sub- 
zeUularen Fraktionen, ZeU-Lysaten und ZeU-Extrakten (isoberte Molekule); 

. Zur Messung des Auftretens von DNA-Doppelstrangbruchen und Quervernetzungen und deren 
Reparatur nach Bestrahlung, Chemotherapie und/oder Behandlung mit Gentoxinen in huma- 
nem und tierischem Probenmaterial, Gewebeschnitten und Zellsuspensionen; 

• Messung des Auftretens von DNA-Doppelstrangbriichen und Quervernetzungen und deren 
Reparatur in Geweben und ZeUen von Patienten bei Strahlentherapie; 

• Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen in gefrorenen UntersuchungsmateriaUen (beispiels- 
weise Biopsieproben) nach deren schonender Homogenisation in flussigem Stickstoff oder 
flussiger Luft in Gegenwart eines Gefrierschutzmittels (beispiebweise DimethyUulfoxid); 

. Nachweis des Auftretens von DNA-Doppelstrangbriichen urid Quervernetzungen und deren 
Reparatur bei berufsbedingter Exposition von Personen, die entweder bei ihrer berufhchen 
Arbeit (beispielsweise Flugpersonal, Rontgenarzte) oder infolge von UnfaUen (beispielsweise 
ReaktorunfaUe) mit DNA-schadigenden Substanzen oder Strahlen in Kontakt kommen; 
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. Messung des Auftretens von DNA-Doppelstrangbruchen und Quervemetzungen und deren 
Reparatur in Testorganismen, Geweben, ZeUen oder Zellinien bei der Gewasseriiberwachung. 

Bei den erfindungsgemaBen VorrirhtnnPen zum kontrollierten Filtrieren von flOssigen insbeson- 
dere DNA-Molekule und/oder andere Molekule/Molekulkomplexe enthaltenden Medxen mit Well- 
Filterplatten, mit mindestens einer Well-Filterplatte und mindestens einer korrespondierenden 
Microtiterplatte handelt es sich urn folgende Ausfiihrungsformen: 

m ^ Ausnihrungsform (das erste Gerat) ist gekennzeichnet durch zwei voneinander ge- 
trennte ober- und unterhalb der Filterplatte angeordnete Gasraume, mindestens eine rrut emem 
Behaltnis und der Well-Filterplatte zusammenwirkende und damit eine Trennung der be.den Gas- 
raume erzeugende Dichtungseinrichtung, eine Einrichtung zum Verbinden beider Gasraume und 
eine Einrichtung zum Druckausgleich zwischen Umgebung und einem Gasraum. 

Der eine Gasraum befindet sich oberhalb der Filterplatte und der darunter angeordneten Mikro- 
therplatte. in deren Wells zuvor (vor dem Einlegen der Filterplatte in die Vorrichtung) das zu fil- 
trierende Medium appliziert wird. Unterhalb der Filterplatte befindet sich ein zweiter, vom ersten 
Gasraum getrennter Gasraum. Zunachst werden beide Gasraume mittels eines in einer Bohrung 
angeordneten Hahns (diese Ausfiihrungsform hat sich in vorteilhafter Weise bewahrt) nutemander 
verbunden. so daB in beiden Gasraumen der Druck gleich hoch ist. Beide Gasraume werden uber 
die Absaugeinrichtung, beispielsweise ein mit einer entsprechenden Vakuumpumpe verbundenes 
Saugrohr. evakuiert bzw. ein Unterdruck bezQglich der Umgebung hergestellt und danach betde 
Gasraume voneinander getrennt (beispielsweise durch Zudrchen des Hahns). Die vorher geschlos- 
sene Einrichtung zum Druckausgleich zwischen Umgebung und dem oberen Gasraum wird nun 
vorsichtig zur Umgebung bin (also zur AuBenatmosphare hin) geoflhet, so daB der Druck tm obe- 
ren Gasraum sehr langsam und dosiert im Vergleich zum Gasdruck des unteren Gasraums erhbht 
werden kann. Auf diese Art und Weise ist ein kontro.liertes Filtrieren des flOssigen Medmms 
m6 glich. insbesondere fiir die Losungen zur Messung von DNA-Doppelstrangbriichen.^ 

Der bei herkommlichen Vorrichtungen und Verfehren notwendige "Ansaugdruck (AnpreB- 
druck der zwischen Filtrationsplatte und korrespondierender Microtiterplatte angeordneten 
Dichtungseinrichtung, insbesondere in Form eines Gummirings, zum Abdichten zwischen den 
beiden Gasraumen) ist in der Regel so hoch, daB ein kontrolliertes Filtrieren nicht mSghch «L Der 
Vorteil des in der erfindungsgemaBen Vorrichtung angewandten Prinzips besteht dann, daB der 
FUtrationsvorgang mit konstanter Geschwindigkeit durchgefUhrt werden kann, ohne Auftreten des 
bei Absaugvorrichtungen, die durch Anlegen eines Unterdrucks betrieben werden, auftretenden 
initialen Drucksprungs infolge des Ansaugvorgangs (AnpreBvorgang an den Dichtungsnng . 

Insbesondere die beim erfindungsgemaBen Verfahren zur Messung von DNA-Doppelstrang- 
brilchen notwendigen niedrigen FUtrations^lutionsgeschwindigkeiten im Bereich von werugen 
Mikrolitern je Minute sind mittels konventioneUer Vorrichtungen und Verfehren nicht zu reahs.e- 
ren, stellen jedoch fur die erfindungsgemaBen Vorrichtungen und Verfahren kein Problem dar. 
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Die avgjtg Ansffihrunssform (zweites Gerat) ist gekennzeichnet durch zwei voneinander ge- 
trennte, ober- and unterhalb der FUterplatte angeordnete Gasraume, mindestens eme mrt emem 
Behaltnis und der WeU-FUterplatte zusammenwirkende und damn eine Trennung der be,der .Gas- 
raume erzeugende Dichtungseinrichtung und eine ftr einen Gasraum fungierende Druckbeauf- 
schlagungseinrichtung. Der eine Gasraum befindet sich oberhaib der FUterplatte und der darun*r 
angeordneten Mikrotiterplatte, in deren Wells zuvor (vor dem Einlegen der ? * 

Vorrichtung) das zu filtrierende Medium appliziert wird. Unterhalb der FUterplatte befindet sich 
ein zweiter, vom ersten Gasraum getrennter Gasraum. Nach der Applizierung des Mediums » <he 
jeweiligen Wells der FUterplatte wird in einem der beiden Gasraume, vorzugswe.se on oberen, 
Ltd. der Druckbeaufechlagungseinrichtung ein gegenuber dem unteren Gasraum hoherer 
Druck, insbesondere 0,01 bar, auf das zu filtrierende Medium beaufschlagt. Auf diese Art und 
Weise ist ein kontrolliertes FUtrieren des fittssigen Mediums mSglich, insbesondere fur d,e Losun- 
genzurMessungvonDNA-Doppelstrangbriichen. _ 

Ein erfindungsgemaBes Verfahren, welches eine der erfindungsgemaBen FUtranonsvornchtun- 
g en verwendet, weist die oben genannten Oberraschenden und vorteilhaften Eigenschaften auf. 
Dies gilt auch fur die entsprechenden Verwendungen. 

Es geht hierbei urn Verwendungen: zum Nachweis und Quantifizierung von DNA-StrangbrU- 
chen, von Quervernetzungen von DNA-MolekUlen untereinander oder mit anderen MolekUlen 
sowie von weiteren DNA-Schaden; ftr Bindungsstudien, zur Untersuchung von DNA-Protem- 
oder Rezcptor-Ligand-Wcchselwirkungen und zur Bestimmung der Dissoziations./Assoz.attons- 
Konstanten dieser Reaktionen; zur FUtration radioaktiver MateriaUen mit optionaler auton*K>- 
graphischer Detektion der auf den FUtem gebliebenen Radioaktivhat; zur Futrat,on mfekttoser 
Proben; zur FUtration sauerstoffempfindUcher Proben; zur Filtration unter stenlen Bedmgungen. 

Die Erfindung betrifft insbesondere weiterhin ein Verfahren zur Bestimn^^ 
5iaag b to eine Verwendung mehrerer Fluoreszsnzfarbstoffe, ein Kit zur Bestmunung von 
DNA-Einzelstrangbruchen, eine Verwendung des Kits sowie Verwendungen des Verfahrens und 

^197 24 781 Al offenbart u.a. eine Mikromethode zur SchneUbestimmung von DNA-Scha- 
den und deren Reparatur unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Picogreen Be, dem dort 
beschriebenen Verfahren werden die zu untersuchenden ZeUen zunachst unter Z^enahme ^von 
SDS mit einer 9 molaren Hamstoffl6sung lysiert. Dal*i werden ca 200 mmoK EDTA und em 
entsprechender spezifisch DNA-Einzelstrang- oder DNA-Doppelstrang bindender Fluoreszen, 
farbstoff, insbesondere Picogreen, hinzugegeben. Eine Natronlauge-Losung mit emem pH-Wert 
von ca. 12,5 wird hinzugesetzt und anscWieBend fluoreszenzspektroskopisch ausgewertet. Be, 
diesem Verfahren ist die hohe Konzentration des Harnstoffs notwendig, urn die gewiinschte De- 
naturierung sicherzusteUen DarOber hinaus miissen ca. 200 mmolA EDTA verwendet werden, urn 
eine vollstandige Komplexierung von die DNA vemetzenden MetaUionen zu gewahrleKten 
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Nachteilig bei diesem Verfahren ist der Einsatz von hohen Substanzmengen, die zu einem 
hohen Quencheffekt bei der Fluoreszenzauswertung filhren und die Ergebnisse unter Umstanden 
stark verfalschen konnen. Daruber hinaus ist die Empfindlichkeit der vorstehenden Methode teil- 
weise nicht befriedigend, insbesondere fiir die Bestimmung von DNA-Strangbriichen in (kiirzeren) 
DNA-Molekiilen von niederen Organismen (wichtig fiir die Untersuchung der Effekte von Urn- 
weltpoUutionen) sowie fiir die Bestimmung von DNA-Strangbrtichen bei Strahlentherapiepati- 
enten in dem bei der Strahlentherapie angewandten Dosisbereich (0,5 - 3,0 Gy Einzeldosis). 

Aus dem vorgenannten ergibt sich das Problem die oben aufgefuhrten NachteUe zumindest teil- 
weise zu beseitigen. Das sich ergebende Problem liegt insbesondere darin, ein Verfahren und ein 
Kit zur Bestimmung von DNA-Einzelstrangbrfichen bereitzustellen, die einen geringen Quench- 
effekt, eine hohe Empfindlichkeit und Genauigkeit und eine gute Reproduzierbarkeit aufweisen 
und gleichzeitig eine SchneUbestimmung der DNA-Schaden (Arbeitsdauer weniger als 3 Stunden) 
bei einem hohen Probendurchsatz (z.B. parallele Bestimmung von 96 Proben in 96-Well-Mikro- 
titerplatten oder Bestimmung noch groBerer Probenzahlen durch Verwendung von Mikrotiter- 
platten mit einer noch groBeren Anzahl an Wells) ermoglichen. 

Dieses Problem wird erfindungsgemafi durch ein Verfahren nach Anspruch 7 und einen Kit 
nach Anspruch 9 gelost. Aufierdem werden erfindungsgemafi nach Anspruch 10 eine 
Verwendung des Verfahrens sowie Verwendungen des Kits beansprucht. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren werden zunachst zu untersuchende Zellen und/oder Ge- 
webe mit mindestens einem Detergens beispielsweise SDS (Natriumdodecylsulfet) und mindestens 
einer chaotropen SubstanzlSsung, beispielsweise Harnstoff, lysierend versetzt. Die Lyse findet in 
Gegenwart mindestens einer Metallionen komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmen- 
den Substanz statt. Mindestens ein spezifisch DNA-Einzel- oder DNA-Doppelstrang bindender 
Fluoreszenzfarbstoff wird beim Lyse-Schritt oder dem danach folgenden Schritt zugesetzt. 

Der nach der Lyse folgende Schritt ist das Versetzen der die lysierten Zellen und/oder Gewebe 
enthaltenden Suspensionen mit mindestens einer Losung, die es erlaubt, die Zell- 
/Gewebesuspension auf einen alkalischen pH-Wert einzusteUen und die mindestens eine Metall- 
ionen komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz aufweist. 

Durch den nochmaligen Zusatz mindestens einer Metallionen komplexierenden und DNA- 
Reparaturenzyme hemmenden Substanz bei dem auf die Lyse folgenden Schritt ist vdllig 
ilberraschend die EmpfindUchkeit und Genauigkeit hoher als die beim in DE 197 24 781 Al 
ofFenbarten Verfahren. 

Wichtig beim erfindungsgemaBen Verfahren ist, daB man einen Fluoreszenzfarbstoff verwen- 
det, der entweder spezifisch einzelstrang- oder spezifisch doppelstrangbindend ist. Hintergrund 
ftir diese Anforderung ist die Tatsache, daB sich der Farbstoff spezifisch entweder spezifisch an 
Einzel- oder an Doppelstrange der DNA heften muB; urn den Anteil der jeweiligen Strangtypen zu 
ermitteln. Beispielsweise kdnnen als selektiv oder als annShemd selektiv doppelstrangbindend 
Cyaninfarbstoffe wie PicoGreen und als selektiv einzelstrangbindend OliGreen verwendet werden. 
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Dem erfindungsgemaBen Verfahren liegt folgendes Prinzip zugrunde: In der doppelstrangigen 
DNA sind zwei Polynucleotidketten (DNA-Einzelstrange) uber Wasserstoflfcriickenbindungen 
zwischen jeweils zwei komplementaren Basen miteinander verknupft. Beide Polynucleotidketten 
sind dabei unter Ausbildung einer rechtsgangigen Doppelspirale (Helix) umeinander gewunden. 
Aufgrund dieser Struktur bleiben die beiden DNA-Einzelstrange der DNA auch dann noch anein- 
ander haften, wenn in ihnen Briiche auttreten. Solche DNA-Einzelstrangbrilche gehfiren zu den 
haufigsten DNA-Schaden. Voraussetzung dafur, daB die beiden DNA-Einzelstrange noch zusam- 
menbleiben, ist, daB die Briiche - was meist der Fall ist - auf den beiden Strangen gegeneinander 
versetzt sind. Setzt man nun die DNA oder die gesamte Zelle einer stark alkalischen Losung aus, 
I6sen sich die Wasserstoffbriicken zwischen den DNA-Einzelstrangen. Da die Molekule jedoch 
umeinandergewickelt sind, fellen sie nicht sofort auseinander.- Beide Einzelstrange mQssen zu- 
nachst voneinander entwunden werden. DNA-Molekiile, deren EinzelstrSnge Briiche aufweisen, 
entwinden sich dabei schneller als intakte DNAs. 

Der Anteil an doppelstrangiger DNA laBt sich dann mit Hilfe von spezifisch DNA-Doppel- 
strang bindenden oder spezifisch DNA-Einzelstrang bindenden fluoreszierenden Farbstoffen Uber 
eine fluoreszenzspektroskopische Analyse ermitteln. Die Fluoreszenz dieser Farbstoffe ist von der 
Menge an Doppel- bzw. Einzelstrang-DNA abhangig, so daB uber die Messung der Intensitat der 
Fluoreszenz-Emission im Bereich des Maximums des Huoreszenz-Emissions-Spektrums entweder 
die Zunahme der Einzelstrange bzw. die Abnahme der Doppelstrange zu ermitteln ist. In der 
Regel findet die im Dunkeln und mit Eis gekuhlte Lyse direkt in den entsprechenden Wells einer 
Mikrotiterplatte statt und dauert ca. 30 bis 60 Minuten. AnschlieBend werden die lysierten Zellen 
und/oder Gewebe mit mindestens einer zur Einstellung des zur DNA-Entwindung (Schritt b) 
bendtigten pH-Wertes (insbesondere pH 11 bis 12) dienenden Losung versetzt, die eine 
Konzentration, insbesondere von 0,005 bis 0,01 mol/1, einer Metallionen komplexierenden und 
DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz, beispielsweise EDTA, aufweist (s. o.). 

Bei diesem pH-Wert entwinden sich - wie oben erlautert - die Doppelstrange der DNAs, so 
daB in zeitlich vorzugsweise regelmaBigen Abstanden uber eine konventionelle fluoreszenzspek- 
troskopische Analyse die DNA-Einzelstrangbruche bestimmt werden k6nnen. Die einzelnen 
Schritte soUten dabei unter temperaturkontroUierten Bedingungen abUufen, urn eine gute Repro- 
duzierbarkeit gewahrleisten zu kSnnen. Dabei k6nnen ubliche Temperaturwerte im Bereich von 0 
°C bis + 30 °C je nach Einzelfell verwendet werden. 

In bewahrter und somit vorteilhafter Weise betragt die Konzentration der chaotropen Substanz 
beim Lyse-Schritt 2 bis 4 mol/1, da nur in diesem Konzentrationsbereich eine ausreichende Lyse 
und Denaturierung erreicht wird, ohne daB es zu einer zu starken Herabsetzung der Fluoreszenz 
infolge des Quencheffektes der chaotropen Substanz kommt. Weiterhin betragt in vorteilhafter da 
bewahrter Weise die Konzentration der Metallionen komplexierenden und DNA-Reparatur- 
enzyme hemmenden Substanz beim Lyse-Schritt 0,005 bis 0,05 mol/1. Dies ist ebenso beim Schritt 
b.) vorteilhaft. In diesem Konzentrationsbereich wird erstens eine ausreichende Entfemung von 
Metallionen erzielt, die zu einer Quervemetzung der DNA und damit zu einer Beeintrachtigung 
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der DNA-Entwindung fuhren konnen und zweitens eine ausreichende Hemmung der DNA-Repa- 
raturenzyme, welche die vorhandenen DNA-Schaden wieder eliminieren, ohne daO hierbei ein zu 
starker QuenchefFekt eintritt. Der pH-Wert wird vorteilhaft (da bewahrt) auf 1 1 bis 12 eingestellt, 
da niedrigere pH-Werte zu keiner ausreichenden Entwindung der DNA fuhren und h6here pH- 
Werte die Anfarbbarkeit mit dem Fluoreszenzfarbstoff beeintrachtigen. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren sind - neben den oben aufgefuhrten - mehrere Tatsachen 
uberraschend und fur den Erfolge des Verfahrens mit ausschlaggebend: Durch den auf nochmali- 
gen Zusatz mindestens einer Metallionen komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmen- 
den Substanz bei dem auf die Lyse folgenden Schritt ist v6llig uberraschend die Empfindlichkeit 
und Genauigkeit hoher als die beim in DE 197 24 781 Al offenbarten Verfahren. Daruberhinaus 
ist beim Lyse-Schritt die Verwendung einer weniger als 4,5 molar konzentrierten Losung einer 
chaotropen Substanz, beispielsweise Harnstoff, uberraschend, da aus der DE 197 24 781 Al diese 
hohe Konzentration als zwingend vorausgesetzt angesehen worden ist (siehe auch allgemeine 
Lehrbticher wie beispielsweise: "Biochemie", Stryer, 4. Auflage, Spektrum der Wissenschaft 
Verlag, Heidelberg, 1990, S: 32 - 33; Verwendung einer 8 molaren Harnstofflosung bei der Lyse 
zur De'naturierung). Unerwarteterweise verbessert sich die Anfarbbarkeit mit dem Fluoreszenz- 
farbstoff (Bindung des Farbstoffe an die DNA). Aufgrund dieser Tatsache erhdht sich die Genau- 
igkeit gegenUber der in DE 197 24 781 Al offenbarten Methode dramatisch. Weiterhin kann die 
Konzentration einer Metallionen komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Sub- 
stanzlSsung ttberraschenderweise weniger als 200 mmol/1 betragen, wobei auch dieser Konzen- 
trationsbereich offenbar fur eine ausreichende Entfemung von Schwermetallspuren ausreicht und 
daruberhinaus unerwarteterweise der storende Quencheffekt herabgesetzt werden konnte. 

Die Durchfuhrung des gesamten Verfahrens (Lyse, Entwindung, und fluoreszenzspektroskopi- 
sche Auswertung) kann im Gegensatz zur FADU-Methode (Birnboim and Jevcak, Cancer Res. 
1981. 41:1889-1892) auch auf 96-Well-Mikrotiterplatten (oder Mikrotiterplatten mit einer 
anderen Well-Zahl) vorgenommen werden. Mit dem erfindungsgemafien Verfahren ist es auch 
erstmals mdglich, eine kontinuierliche Messung der DNA-Entwindungskinetik in ein und dem- 
selben Ansatz ohne Abstoppen der Reaktion vorzunehmen. 

Von besonderem Vorteil ist es, wenn die Konzentration der chaotropen Substanz 2,25 mol/1 
betragt, da bei dieser Konzentration ein Optimum zwischen Denaturierung einerseits und Anfarb- 
barkeit andererseits vorliegt. Weiterhin ist es von Vorteil, wenn die Konzentration der Metallionen 
komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden SubstanzlSsung des ersten Schrittes 
0,02 mol/1 betragt, da eine noch ausreichende Entfemung von Spuren an Schwermetallen bei 
gleichzeitig starker Herabsetzung des Quencheffekts sichergestellt werden kann. Die Konzentra- 
tion der Metallionen komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanzlosung 
des zweiten Schrittes (Entwindung) betragt vorteilhafterweise 0,02 mol/1, da hShere Konzentra- 
tionen einiger dieser Substanzen wie z.B. EDTA selbst StrangbrOche induzieren kdnnen und nied- 
rigere Konzentrationen keinen efifizienten MetaUionen komplexierenden Effekt bzw. DNA-Repa- 
raturenzyme hemmenden Effekt und keine ausreichende Pufferwirkung mehr ausuben. 
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Die nachfolgenden Ausfuhrungsformen sind vorteilhaft, da sich diese in der Praxis bewahrt 
haben: Die Konzentration des Detergens (SDS) betragt 0,00175 mol/1; es wird als chaotrope 
Substanz HarnstofF verwendet; es wird als Metallionen komplexierende und DNA-Reparatur- 
enzyme hemmende Substanz EDTA verwendet; der pH-Wert betragt bei der Lyse 10,0; der pH- 
Wert der entstehenden Losung nach Zugabe der L6sung des zweiten Schrittes betragt 1 1,5. 

Grundsatzlich soUte ein solcher pH-Wert (1 1,5) fur die Entwindung (Denaturierung) ungeeig- 
net sein, da beispielsweise bei der Methode der alkalischen Filterelution (siehe auch Kohn, 
Pharmacol. Ther., 1991, 49: 55-77; Kohn et al., Biochemistry 1976, 15: 4629-4637) ein pH-Wert 
zwischen 12,3 und 12,7 zwingend verwendet werden muB. Trotz des relativ niedrigen pH-Wertes 
findet dennoch eine Entwindung statt, die es daruberhinaus erlaubt, kinetische Bestimmungen der 
Entwindung vorzunehmen. 

V6Uig iiberraschend stellte es sich weiterhin heraus, daB bei diesem pH-Wert die Fluores- 
zenzwerte stabUer sind. Ein wesentlicher Vorteil gegenuber dem bekannten Verfahren (DE 197 24 
761 Al) ist die Moglichkeit, nicht nur den sogenannten SSF-Wert (strand scission factor, Meyn 
and Jenkins, Cancer Res. 43, 5668; 1983) aus den Fluoreszenzwerten nach ca. 20 Minuten nach 
Zugabe der entsprechenden LSsungen zu den Zellen und/oder Geweben zu bestimmen, sondem 
auch die Neigung der DNA-Denaturierungskurve (Auftragung der Intenshat der Fluoreszenz- 
Emission, die dem Anteil an Doppelstrang-DNA proportional ist, gegen die Zeit) zu ermitteln. Es 
besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Neigung x (-1) und dem SSF x (-l)-Wert. 

SchlieBlich hat sich der Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen als ausgesprochen zuverlassig und 
somit vorteilhaft bewahrt. 

Die Vorteile des hier beschriebenen Verfahrens liegen darin, dafl 

1. es die Bestimmung der DNA-Integritat auch bei niedrigen Taxa ermoglicht, deren DNA eine 
vergleichsweise geringe Komplexitat besitzt; 

2. es die Bestimmung von DNA-Integritat mit einer mehr als zweifach hoheren Empfindlichkeit 
als das bekannte Verfahren (DE 1 97 24 76 1 Al ) erlaubt; 

3. es auf Mikrotiterplaten (hoher Probendurchsatz) in drei Stunden durchgefuhrt werden kann; 

4. die Ergebnisse sowohl als SSF als auch als Geschwindigkeit der zeitabhangigen DNA-Denatu- 
rierung (= Neigung der DNA-Denaturierungskurve) angegeben werden konnen; und 

5. der pH-Wert bei der bei dem Entwindungsschritt der DNA stabil ist und somit mit der Zeit 
keiner Verschiebung unterliegt, die zu einer Veranderung der Fluoreszenz des Fluoreszenz- 
farbstoffs und damit zu einer Verf&lschung des MeBergebnisses fuhrt. 

Der nachfolgende Kit tut Bestimmung von D NA-Einzelstraneen weist die oben genannten Vor- 
teile auf: Der Kit enthalt mindestens ein Detergens, mindestens eine chaotrope Substanzlosung, 
deren Konzentration bei der Lyse 2 bis 4 mol/1, betragt, mindestens eine Metallionen komplexie- 
rende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanzlosung, mindestens eine Losung zur Ein- 
stellung des zur DNA-Entwindung (Schritt b.) benotigten pH-Wertes, die eine Metallionen kom- 
plexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz enthalt, und mindestens einen 
spezifisch DNA-Einzelstrang- oder DNA-Doppelstrang bindenden Fluoreszenzfarbstoff. 
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Die nachfolgenden ^Mffljngsfemien des Kits sind aus obigen Griinden und wegen ihrer Be- 
wahrung in der Praxis als vorteilhaft anzusehen: Die Konzentration der MetaUionen komplexie- 
renden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz bei der Lyse betragt 0,005 b* 0,1 
mol/l- der pH-Wert beim Versetzen der die lysierten ZeUen/Gevvebe enthaltenden Suspenaonen 
mit der Losung zur Einstellung des zur DNA-Entwindung benotigten pH-Wertes betragt lite 
12- die Konzentration der MetaUionen komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden 
Substanz nach der Einstellung des zur DNA-Entwindung benotigten pH-Wertes betragt 0,005 b,s 
0 1 mol/l; als Detergens wird SDS verwendet; als chaotrope Substanz wird Harnstoff vemendet; 
als Metallionen komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz wird EDTA 
verwendet; als Fluoreszenzfarbstoff wird PicoGreen verwendet. 

Die nachfolgenden v~^„n 0 .n Hes erfindunPsremaBen Verfthrens und der erfindungsge- , 
jnafienJOts weisen die oben aufgefiihrten Uberraschenden und vorteilhaften Eigenschaften ebenso 
auf. Es geht hierbei urn Verwendungen zum: 

. Nachweis von DNA-Einzelstrangbriichen in humanen, tierischen oder pflanzbchen Geweben 
und Zellen, in Bakterien und Einzellern, in Zellinien humanen, tierischen oder pflanzbchen 
Ursprungs und subzellularen Fraktionen, sowie in isolierter DNA; 
. Nachweis von DNA-Reparatur in humanen, tierischen oder pflanzbchen Geweben und Zellen, 
in Bakterien und Einzellern, in Zellinien humanen, tierischen oder pflanzbchen Ursprungs, sub- 
zellularen Fraktionen, Zell-Lysaten und Zell-Extrakten (isolierte Molekule); 
. Messung des Auftretens von DNA-Einzelstrangbriichen und deren Reparatur nach Bestrah- 
lung, Chemotherapie und/oder Behandlung mit Gentoxinen in humanem und nenschem 
Probenniaterial,Gewel)eschnittenundZellsuspensionen; 
. Nachweis von DNA-Einzelstrangbriichen in gefrorenen Untersuchungsmateriahen (be^p.els- 
weise Biopsieproben) nach deren schonender Homogenisation in fltissigem St,ckstofF oder 
tlussiger Luft in Gegenwart eines Gefrierschutzmittels (beispielsweise Dimethylsulfoxid); 
. Nachweis des Auftretens von DNA-Einzelstrangbriichen und deren Reparatur be, berufsbe- 
dingter Exposition von Personen, die entweder bei ihrer beruflichen Arbeit (betspje swe.se 
Flugpersonal, R5nt g enarzte) oder infolge von Unfallen (beispielsweise ReaktorunMe) nut 
DNA-schadigenden Substanzen oder Strahlen in Kontakt kommen; 
. Messung des Auftretens von DNA-Einzelstrangbriichen und deren Reparatur in Testorgams- 
men, Geweben, Zellen oder Zellinien bei der Gewasseriiberwachung. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der Erfindung. 

Figurj: Diese Figur.stellt die DNA-Strangbruche (angegeben als SSF x (-1)) in den Kiemen von 
Mvtilus galloprovincialis dar nach der Behandlung der DNA fan TE-Homogenat (TE:10 mmol/1 
Tris-HCl, 1 mmolA EDTA; pH 7,4) mit Bleomycin, bestimmt mit Hilfe des erfmdungsgemaBen 
Verfahrens (Einzdstr^e^ (schwarze Balken) und des in DE 197 24 761 Al offenbar- 
ten Verfahrens (weiBe Balken). 
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Beispiele fur die Durchfuhrun;? des Ass ays rEinzelstrane-Verfahren): 

Materialien: Die bei den nachfolgend beschriebenen Experimenten verwendeten Chemikalien 
wurden von E. Merck (Darmstadt, Deutschland) oder von Sigma (St. Louis, USA) bezogen. Der 
FluoreszenzfarbstoffPicoGreen wurde von Molecular Probes, Leiden, Niederlande, erworben. 
Durchfuhrung des Assays: Die Detektion erfolgte in den geschilderten Beispielen mittels eines 
Fluoreszenz-ELISA-Platten-Readers (Fluoroskan II, Labsystems, Helsinki, Finnland). 
Losungen: 

PicoGreen dsDNA-Quantifizierungsreagenz Stock in DMSO (Molecular Probes); 

TE-Puffer: 10 mmol/1 Tris-HCl, 1 mmol/1 EDTA, pH= 7,4; 

LyselSsung: 4,5 mol/1 Harnstoff, 0,1 % SDS, 40 mmol/1 EDTA, pH=10,0; 

Lyselosung mit PicoGreen: Verdunnung der Original-PicoGreen-Losung: 20 Ml/ml Lyselosung 

NaOH-EDTA-L6sung: Aus einer 0,4 molaren NaOH-LSsung, enthahend 20 mmol/1 EDTA, wird 

durch Verdunnung mit einer 20 mmolaren EDTA-L6sung eine 0,2 molare NaOH-EDTA-L6sung 

hergestellt. Aus dieser Losung wird die NaOH-EDTA-Arbeitslosung durch weitere Verdunnung 

mit der 20 mmolaren EDTA-Losung unmittelbar vor den Experimenten hergesteUt (pH = 1 1,50). 

Vorgehensweise: 

a. ) Es wird eine Zellsuspension in TE-Pufifer mit einem pH von 7,4 (falls bequemer, im Zentrifu- 

gationsmedium) hergesteUt mit einer ZeUdichte von 150 x 10 3 ZeUen/ml. (Anmerkung: in Ex- 
perimenten mit Lymphozyten etwa 3500 - 4500 ZeUen/25ul, ca. 30 ng DNA). 

b. ) Die Lyse der ZeUen findet direkt in den Wells von schwarzen Mikrotiterplatten fur 40 min bis 

1 h im Dunkeln auf Eis statt. Zu 25 pi Zellsuspension pro WeU werden langsam 25 pi Lyse- 
losung mit PicoGreen hinzugefugt. Es darf nicht gemischt und nicht geschuttelt werden. 

c. ) Die DNA-Entwindung laBt man bei pH 1 1,50 wie folgt ablaufen: Zu jeder Probe (pro WeU) 

werden 250 pi der NaOH-EDTA-Losung hinzugegeben, urn einen pH von 1 1,50 zu erhalten. 

d. ) Messung der Intensitat der Fluoreszenz-Emission iiber einen Zeitraum von bis zu 1 h, z.B. aUe 

5 min; bei Verwendung von PicoGreen: Exzitation: 480 nm; Emission: 520 nm Als Fluores- 
zenz-Leerwert wird die Fluoreszenz einer Mischung von 25 pi TE-Puffer, 25 pi Lyselosung 
mit PicoGreen und 250 pi der NaOH-EDTA-Arbeitsl6sung gemessen. 

e. ) Berechnung: Da jede Probe im Hinblick auf den Leerwert korrigiert werden muB, wird von 

den Werten der Mittelwert des Leerwertes subtrahiert. Es werden Mehrfachbestimmungen 
durchgefuhrt (in der Regel 4-6 Bestimmungen). Der Prozentsatz an doppelstrangiger DNA 
(dsDNA) fur die nichtbehandelten (beispielsweise nicht bestrahlte oder nicht mit Substanz 
behandelte ZeUen) zum Zeitpunkt 0 wird als 100 % dsDNA gesetzt. Die gemessenen Effekte 
werden als "Strand Scission Factor" (SSF) ausgedruckt und nach einem Entwindungs- 
Zeitraum von 20 Minuten folgendermaBen berechnet: SSF = log(% dsDNA in der behandelten 
Probe/ % dsDNA in der KontroUprobe). Negative Werte fiir SSF zeigen eine erhohte 
Frequenz von DNA-Strangbriichen an. Fiir graphische Auftragungen werden die im FaUe von 
DNA-Strangbriichen negativen SSF- Werte mit (-1) multipliziert (DarsteUung der SSF x (-1) - 
Werte). 
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Durchfiihnmgdes Assays bei Gewebeproben: 

Das ProtokoU fur Gewebe entspricht dem fur Zellsuspensionen mit folgenden Modunkationen. 
Das Gewebe muB sofort nach der Entnahme in flussigem Stickstoflf aufbewahrt werden. 
Die benStigte Gewebe-Menge pro WeU einer 96-Weu-Mikrotiterplatte betragt ca. 25 pg. 
Man homogenisiert 10 mg des Gewebes in 1 ml Homogenisationspuffer in emem Mbrser 
tnit einem PistiU unter flussigem Stickstofif. Homogenisationspuffer: TE-Puffer (siehe 
oben) oder anderer geeigneter Puffer mit 10 % Cryoprotektor (Dimethylsulfoxid). 
4 Man verdunnt das Homogenisat 10-fach mit TE-Puffer. 

5. In jede Vertiefung (Well) wird 25 pi des Homogenisats gegeben; dann werden 25 pi der 
Lyselosung mit PicoGreen (siehe oben) hinzugegeben. 

6. Weiter wird entsprechend der Prozedur fur ZeUsuspensionen vorgegangen. 

Bestimmung Her DN A-F.in 7 .lstran g b n,rh. in der Miesmuschel Mytilus raUoprovincialis nach 
Rphandlung der PNA im TF-Ho morenat vo n Kiemen mit Bleomycin 

Durchfuhrung: Kiemen der Miesmuschel Mytilus galloprovincialis wurden homogenis,ert nach 
dem in DE 197 24 761 Al beschriebenen Verfehren in TE-DMSO-Puffer (DMSO = Dimethyl- 
sulfoxid), verdunnt zu einer Konzentration von 30 ng DNA/25 pi und anschliefiend mit Eisen ak- 
tiviertem Bleomycin fur 3 min auf Eis behandelt. Danach wurde die DNA sowohl nach dem m DE 
197 24 761 Al beschriebenen Verfehren als auch nach dem erfindungsgemaBen Verfahren analy- 
siert Die Bestimmung der DNA-EinzclstrangbrUche erfolgte unmittelbar nach der Inkubauon. 
Ergebnis: Figur 1 zeigt, daB mit dem herkommlichen Verfehren kein Nachweis einer IndukUon 
von DNA-Schaden (Einzelstrangbruche) m6gUch ist. Dagegen ist das hier beschriebene Verfahren 
in der Lage, die bei Bleomycin-Behandlung auftretenden DNA-Einzelstrangbrttche berets be, 
Inkubation in Gegenwart von einer Konzentration von 2,5 pmol/1 Bleomycin nachzuweisen. M,t 
zunehmendem.Anstieg der Bleomycin-Konzentration kommt es zu einer konzentrauonsab- 
hangigen Zunahme der DNA-Einzelstrangbriiche (Zunahme von SSF x (-1)). 

Figur 2: stellt die Abhangigkeit des Auftretens von DNA-Doppelstrangbruchen, ausgedriickt in 
Form des SSF x (-l)-Wertes, in HeLa-ZeUen nach Inkubation der Zdlen fur 4 Stunden in Gegen- 
wart verschiedener Konzentration an Bleomycin dar (Doppdstmn r-Verfehren ; 3800 ZeUen/WeU). 
Fjguri: eine perspektivische DarsteUung einer Ausfuhrungsform gemaB der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung zum kontroUierten Filtrieren mittels Absaugeinrichtung; 

Figur 4: eine perspektivische DarsteUung einer Ausfuhrungsform gemaB der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung zum kontroUierten FUtrieren mittels Druckbeaufschlagungseinrichtung. 

RgU pide fiir die D ^hfiihrnng des Assays (Doppelstrang-Verfahren) : 

Materialien: Die bei den nachfolgend beschriebenen Experimenten verwendeten Chenukaben 
wurden von E. Merck (Darmstadt) oder Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) erworben. Der 
Fluorcszenzfarbstoff PicoGreen wurde von Molecular Probes, Leiden, Niederlandc, bezogen. 



WO 01/06003 14 PCT/EPOO/06842 

Durchfuhrung des Assays: Die Detektion erfolgt in den geschilderten Beispielen mittels eines 
Fluorimeters (Fluoreszenz-Miktrotiterplatten-Readers; z.B. Fluoroskan II der Firma Labsystems). 
Bendtigte Materialien: 

1 96-WeU-FUterplatten (Filtrationsplatten), an deren Wells 96 unabhangige Membranen ver- 
' sehweifit sind, z.B. Multiscreen FUtrationsplatten der Firma Millipore GmbH (Eschborn, 
Deutschland) (z.B. GV, 0,22 urn Durapore). 

2. 96-Well-Mikrotiterplatten. 

3. Eine weiter unten ausfuhriich dargesteUte Vorrichtung zum kontrollierten Filtneren mittels 
einer Absaugeinrichtung oder einer Druckbeaufschlagungseinrichtung. 

Losungen: 

1. PicoGreen dsDNA-Quantifmerungsreagenz Stock in DMSO (Molecular Probes) 

2. TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,4 

3 Lysel6sung:40mMEDTA,4,5MHarnstoflF,0,lGew.-%SDS,pH10 

4 Lyselosung mit PicoGreen: Verdttnnung der Origind-PicoGreen-Losung: 20 pl/ml Lyselosung 
5. ElutionslSsung: aus 10 ml TE-Puffer plus 10 ml Lyselosung plus 100 ml bidest. Wasser 

Vorgehensweise: • m . . 

1 . Es wird eine Zellsuspension in TE-Puffer mit einem pH von 7,4 hergesteUt rmt euier Zelkhchte 

von 1 50.000/ml. (etwa 3500 - 4500 Zellen/25 A ca. 30 ng DNA). 
2 Die Lyse der Zellen findet in den Wells der 96-Well-FUtrationsplatten fur 40 min be, Raum- 
' temperatur im Dunkeln statt. Zu 25 pi Zellsuspension (pipettiert auf der FUter-membranober- 
flache) werden langsam 25 pi Lyselosung mit PicoGreen hinzugefugt. 

3. In einem ParaUelansatz (zur Bestimmung der Gesamt-DN A pro WeU; = ToUlwert) w>rd d,e 
Lyse der Zellen in den Wells einer schwarzen 96-WeU-Mikrotherplatte wie unter 2. beschr ie - 
ben durchgefUhrt. Vom Totalwert wird anschlieBend die Fluoreszenz gemessen. 

4. Zugabe von 250 ul Aqua bidest. pro WeU der 96-WeU-Filtrationsplatten und der schwarzen 

96-WeU-Mikrotiterplatte. oavjm 

5 Nach AnsteUen der Vakuumpumpe werden die Losungen m den Wells der 96-Well- 
' FUtrationsplatten mit niedxiger Geschwindigkeit (35 pi pro WeU pro Minute) durch d,e Fdter 

hindurchgesaugt (Dauer: 7 min). Die FUtrate werden in einer sich im Vakuumhalter unter der 
FUtrationsplatte befindenden schwarzen 96-WeU-Mikrotfterplatte gesammelt. Die Fluoreszenz 
der DNA-PicoGreen-Komplexe in den FUtraten wird anschUefiend gemessen. 

6 Messung der Fluoreszenz (bei PicoGreen: Exzitation: 480 nm; Emission: 520 nm). Fluores- 
" zenz-Leerwerte werden erhalten, indem in den Schritten 2 und 3 25 pi Lyseiasung nut P:co- 

Green zu 25 pi Wasser (oder TE-Puffer) ansteUe der Zellsuspension pipettiert wird. 

7 Berechnung: Fur jede Probe sowie fur den Leerwert werden Mehrfachbestimmungen durch- 
" geftthrt (4 - 6 Bestimmungen). Die Proben werden im HinbUck auf den Leerwert korngiert, 

indem von den gemessenen Werten der Mittelwert des Leerwertes subtrahiert wird ^Die Er- 
gebnisse werden angegeben als "DNA FUter Ratio" (DFR). Die Berechnung des DFR erfolgt 
nach der Formel: [(tDNA - I fDNA.) / tDNA] x 100, mit n = Fraktionsnummer; tDNA - 
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Totalwert der Fluoreszenz; fDNAn - Fluoreszenz der Fraktion n. Im Falle der Sammlung einer 
Fraktion ist n=l. Niedrige DFR-Werte zeigen eine erhohte Zahl von DNA-Doppelstrang- 
briichen aa Alternativ k6nnen die Ergebnisse in Form des "Strand Scission Factors" (SSF) 
angegeben werden. In diesem Fall erfolgt die Berechnung nach der Formel: SSF = log (DFiy 
DFR*). DFRp = DFR-Wert fiir die zu bestimmende Probe; DFR* = DFR-Wert fur die Kon- 
trolle. Negative SSF-Werte zeigen eine erhShte Zahl an Doppelstrangbrilchen an. 

Durchfiihrung des Assays bei Gewebeproben: 

Das Protokoll fur Gewebe entspricht dem fiir Zellsuspensionen mit folgenden Modifikationeh: 

1. Das Gewebe muB sofort nach der Entnahme in flussigem StickstofT eingefroren und aufbe- 
wahrt werden (eine Aufbewahrung aber kurzere Zeitraume kann auch bei - 80 °C erfolgen). 

2. Die Gewebe-Menge pro Well der Mikrotiterplatte betragt iiblicherweise ca. 25 ug. 

3. Man homogenisiert 10 mg des Gewebes in 1 ml Homogenisationspuffer in einem Morser mit 
einem Pistill unter flussigem StickstofT. Homogensationspuffer: TE-Puffer (siehe oben) oder 
anderer geeigneter Puffer mit 10 % Cryoprotektor (Dimethylsulfoxid, Glycerin etc.). 

4. Man verdiinnt das Homogenisat 10-fach mit TE-Puffer. 

5. In jedes Well der 96-Well-Filtrationsplatte wird 25 ul des Homogenisats gegeben; DNA 
werden 25 ul der Lyseldsung mit PicoGreen (siehe oben) hinzugegeben. 

6. Weiter wird entsprechend der Prozedur fur Zellsuspensionen vorgegangen. 

R*stimm»n B der nMA.noppe^ra n r^^^ " HeLa-ZeHgn nach Inkubation mit Bleomycin 
Durchfiihrung: HeLa-Zellen wurden in Gegenwart verschiedener Konzentrationen an Bleomycm 
(Induzent von DNA^DoppelstrangbrOchen; Byrnes and Petering, Rad. Res. 137: 162; 1994) fiir 4 
Stunden inkubiert. Ergebnis: Figur 2 zeigt eine konzentrationsabhangige Zunahme der DNA- 
Doppelstrangbriiche [SSF x (-1) - Werte] nach Inkubation der Zellen mit Bleomycin. 

Vnrrichtungen /■■». knntrollierten Filtri^n von fliissfren Medien mit Well-Filterplatten 

Beschreibunq der Absau^ -Filtrationsvorrichtune 

Die in Figur 3 wiedergegebene Absaugfiltrationsvorrichtung besteht aus folgenden TeUen: 

1 Acrylglasaufeatz bestehend aus einem auBeren Acrylglasrahmen und einer darauf aufeit- 
zenden Acrylglasplatte. In dem aufieren Acrylglasrahmen befindet sich ein eingepaBtes 
Beiaftungsrohr (la) mit damit verbundenem Ventil zur Regulation des Vakuums in der 
oberen Vakuumkammer (nicht gezeigt in Figur 3). Durch den Umstromhahn (lb) kann je 
nach Stellung die obere von der unteren Vakuumkammer getrennt oder verbunden 
werden. (lc) Bohrung im Acrylglasaufeatz, die durch den Umstomhahn geoffiiet bzw. 

geschlossen werden kann. 

2 Dichtungsring zwischen dem Acrylglasaufeatz und der 96-WeU-Filterplatte (angebracht an 
der Innenseite des Deckels des Acrylglasaufsatzes). 

3 96-WeU-Filterplatte mit eingeschweiBten Filtern (zB. Millipore MAGV N22). 
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4 Spacer zwischen der 96- Well-Filterplatte und der schwarzen 96-WeU-Mikrotiterplatte. 

5 Schwarze 96-Well-Mikrotiterplatte (z.B. Maxisorb der Fa. Nunc). 

6 Dichtungsring, der am unteren Rand des Acrylglasaufeatzes befestigt ist (aus AbbUdung 
nicht erkenntlich) und der den Acrylglasaufeatz gegen die Bodenplatte abscbJieBt. 

7 Bodenplatte mit 4 FiiBen und in der Mitte der Bodenplatte nach obenhin endender 
Bohrung sowie eingesetztem Saugrohr (7a) fur den AnschhiB an eine VakuumqueUe. 

Arbeitsprinzin: Die FUtrationsvorrichtung weist einen Acrylglasaufsatz (1) auf, der auf eine 
Bodenplatte (7) plaziert wird. Durch die im unteren Rand des Acrylglasaufsatzes vorhandene SUi- 
condichtung (6) kann der Raura unter dem Aufeatz luftdicht abgeschlossen werden. Unter diesen 
Acrylglasaufsatz werden eine leere Mikrotherplatte (5) und eine bereits mit Proben bestuckte FU- 
terplatte (3) so angeordnet, daB die FUterplatte auf der Mikrotiterplatte und diese auf der Boden- 
platte zu Uegen kommt (s. Fig. 3). DaB sich dabei ein WeU der FUterplatte direkt uber dem ent- 
sprechenden Well der Mikrotiterplatte befindet, wird dadurch gewahrleistet, daB die beiden 
Platten exakt in den Acrylglasaufsatz eingepaBt sind, so daB ein Verschieben der Platten gegen- 
einander nicht mSglich ist. Unter dem Acrylglasaufeatz befinden sich zwei getrennte Luftraume, 
einen oberen Luftraum, der sich zwischen Acrylglasaufsatzdeckel und FUterplattenoberseite befin- 
det, und einen unteren, der von der FUterplattenunterseite bis zur Bodenplatte reicht. Die Tren- 
nung der beiden Luftraume wird durch eine Siiicondichtung erreicht, die sich nach dem Aufbau 
des Cerates zwischen der Deckenplatte des Acrylglasaufeatzes und der Oberseite (randstandige 
Partien) der Filterplatte befindet. Diese beiden Karamem (Luftraume) stehen jedoch zunachst 
durch eine Bohrung (lc) in der Wand des Acrylglasaufeatzes miteinander in Verbindung. Uber 
einen Umstromhahn (lb) kann diese Verbindung geschlossen bzw. geSffiiet werden. Nach kor- 
rekter Zusammensetzung der einzelnen Komponenten der Apparatur kann nun eine Vakuumquelle 
an das Saugrohr (7a) angeschlossen werden. Das Saugrohr bildet den AbschluB einer Bohrung in 
der Bodenplatte, deren anderes Ende sich in der Mitte der Bodenplatte der unteren Kammer be- 
findet. Zwei schmale Spacer (4), die zwischen FUterplatte und Mikrotiterplatte gelegt werden, 
verhindern, daB bei Anlegen des Vakuums durch ein zu dichtes Aufeitzen der FUterplatte die 
Wells der Mikrotiterplatte verschlossen werden und damit vom unteren Kammerraum abgetrennt 
werden. Wenn die Verbindung zwischen der unteren und oberen Kammer mit Hilfe des UmstrSm- 
hahns geSflhet ist, wird nach Anlegen des Vakuums sowohl die untere als auch die obere Kammer 
evakuiert. Bei Anlegen des Vakuums muB diese Verbindung immer geoffiiet sein, um ein gleich- 
maBiges Evakuieren der beiden Kammern zu gewahrleisten. Danach wird die Verbindung zwi- 
schen den beiden Kammern geschlossen, indem der UmstrOmhahn um 180° gedreht wird. Die 
beiden Kammerraume sind danach vollstandig voneinander getrennt. Nun wird die obere Kammer 
durch Oflhen des Ventils am im Acrylglasaufeatz integrierten Beluftungsrohr beluftet, wobei die 
untere Kammer evakuiert bleibt. Durch den dadurch entstehenden h5heren Unterdruck in der un- 
teren Kammer im Vergleich zur oberen Kammer werden die in die Wells der FUterplatte pipet- 
tierten Proben durch die den Boden der Wells bUdenden FUter in die untere Kammer gesaugt, 
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wobei das Filtrat in den Wells der Mikrotiterplatte aufgefangen wird. Die FUtrationsgeschwindig- 
keit kann mittels des Ventils am BelQftungsrohr reguliert werden. Zur Durchfiihrung des Verfah- 
rens zur Bestimmung von DNA-DoppelstrangbrQchen wird eine Filtrationsgeschwindigkeit von 
300 ul/15 min pro Well empfohlen. Das angelegte Vakuum bleibt wahrend des gesamten FUtrati- 
onsvorgangs angeschaltet. Nach voUstandiger FUtration kann der Acrylaufsatz abgenommen wer- 
den, wobei das FUtrat in den Mikrotiterplatten fur weitere Untersuchungen zur Verfiigung steht. 

Untried zu anderen Aooaraten: Das im Vergleich zu herkommlichen Apparaten (z.B. Ab- 
saugfiltrationsvorrichtung "Vakuum-Manifold" der Fa. MilJipore GmbH) Neue des in Figur 3 ge- 
zeigten Apparates besteht darin, daB zunachst durch Verbindung der Offhung 7a mit der Vaku- 
umquelle sowohl in der oberen als auch in der unteren Kammer der gleiche Unterdruck aiuiegt 
und somit eine Abdichtung der Apparatur nach aufien hergesteUt wird. Im zweiten Schritt wird 
DNA durch UmsteUen des Umstrdmhahns lb die Verbindung zwischen oberer und unterer Kam- 
mer getrennt. Durch Offhen der Bohrung la und den iiber das Ventil kontrollierten Einstrom von 
AuBenluft wird dann der Druck in der oberen Kammer so eingesteut, daB ein Durchsaugen der 
Losung durch die FUter mh kontinuierlicher und den experimented Bedingungen angepaBter 
Geschwindigkeit stattfindet. Das Prinzip dieser Konstruktion erlaubt ein langsames und kontinu- 
ierhches Hindurchsaugen von L6sung durch die FUter bei nur geringen Druckunterschieden zwi- 
schen der oberen und der unteren Kammer. Dies ist bei herkommlichen Absaugfiltrationsvornch- 
tungen (z.B. Vakuum-Manifold der Firma Millipore GmbH) nicht mogbch, da der fttr das In- 
gangsetzen des Saugvorgangs notwendige Ansaugdruck (AnpreBdruck an den Dichtungsring) bei 
diesen Geraten eine grSBere Druckdifferenz zwischen den Raumen oberhalb und unterhalb des 
Filters erfordert. Auch laBt sich das RegelventU nicht soweit herunterregeln, daB die erforderliche 
langsame Filtrationsgeschwindigkeit (20 ul/min und darunter bei Verwendung von 96-WeU-Mi- 
krofilterplatten mit einem Fassungsvolumen von 300 ul/WeU) erreicht wird, die zur Messung von 
DNA-Doppelstrangbriichen bei Anwendung des hier vorUegenden Verfahrens benotigt werden. 

Ahpr.nn.n p Mow Filtratio n^nrrichtung vOn der in der Patentanmeldung EP 0359249 
^hriehenen Filt ra nnn S vorri c htun g : In der Patentanmeldung EP 0359249 wird eine FUtrations- 
vorrichtung beschrieben, bei der ebenfalls eine Mikrofilterplatte und eine Mikrotiterplatte verwen- 
det wird. Das dieser Apparatur zugrundehegende Prinzip unterscheidet sich jedoch von demjeni- 
gen der in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen ersten FUtrationsvorrichtung. So wird bei 
dem hier beschriebenen Gerat im Gegensatz zu der in der Patentanmeldung EP 0359249 beschrie- 
benen FUtrationsvorrichtung zunachst in bekjen Kammern ein Unterdruck erzeugt, der dann in der 
einen (oberen) Kammer soweit herabgesetzt wird, bis der FUtrationsvorgang mit der gewUnschten 
Geschwindigkeit abiauft. Eine KJammer wird bei der hier beschriebenen Vorrichtung im Gegen- 
satz zu der in EP 0359249 beschriebenen Filtrationsvorrichtung nicht verwendet. 

Der VorteU der in der vorUegenden Anmeldung beschriebenen Konstruktion besteht darin, 
daB hierbei der bei anderen Apparaturen fur die Erzeugung des luftdichten Verschlusses notwen- 
dige AnpreBdruck, der zu einem zu schneUen initialen Durchtritt von FlOssigkeit durch die FUter 
fiihren wttrde, umgangen wird. 
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FQr die Anwendung der von uns fur die DNA-Strangbruchbestimmungen benotigten FU- 
tratioosvorrichtungen ist ein konstanter Flttssigkeitsstrom durch die Filter essentieU. Weiterhin 
mu B betont werden, daB die Porenweite der FUter der von uns fur die DNA-Strangbruchbestmi- 
mungen verwendeten FUterplatten so gering ist, daB eine FUtration infolge Gravitation mcht mdg- 
lich ist. Aufgrund der geringen Porenweite konnte eine FUtration nach dem in der Patentanmel- 
dung EP 0359249 fur das Beispto Zellkultur beschriebenen Prinzip nicht zustandekommen 

Weiterhin ist das in der Patentanmeldung EP 0359249 durch die dort beschriebene Apparatur 
geloste Problem insofem nicht mehr aktueU, da die Mikrofiherplatten inzwischen kommerzieU ais 
relativ preiswerte "Wegwerfartikel" erhaltlich sind (Firma Millipore). Bei den in der vorhegenden 
Anmeldung beschriebenen FUtrationsvorrichtungen kommen bei dem FUtrationsvorgang led,ghch 
die benutzten Mikrofilterplatten und die Mikrotiterplatten (beides "Wegwerfartikel") mit den un- 
tersuchten Proben in Kontakt, es entfaUt also die komplizierte (oder nach FUtration radioaktiver 
Oder infektioser Proben eventueU nur schwer durchzufuhrende Reinigung der Gerate. 

Reschreibune Her nruckfilt ratinnsvomchtung 

Die in Figur 4 wiedergegebene Druckfiltratiorisvorrichtung besteht aus folgenden TeUen: 
1" Acrylglasgehause (1") bestehend aus rechteckiger Bodenplatte (la") und zwe. mit den 
Langsseiten fest verbundenen Seitenplatten (lb" und lc"), sowie einem aufklappbaren 
Acrylglasdeckel (Id"). An der Innenseite des Aufklappdeckels befindet sich euie Gummi- 
dichtung (le"), die nach dem SchlieBen des Deckels auf dem auBeren Rahmen der 96- 
WeU-FUterplatte aufeitzt. Weiterhin befindet sich an der vorderen Seite des Acrylglas- 
deckels eine VerschluBklemme (If) zum sicheren Andriicken der Gummidichtung an die 
96-WeU-FUterplatte nach SchlieBen der Apparatur. Auf der Hinterseite des Acrylglas- 
deckels befindet sich ein Regelventil (lg». zB Festo GR-M5B) mit Verbindungsbohrung 
zum Raum oberhalb der FUterplatte, das gleichzeitig zum AnschUeBen an erne PreBluft- 
quelle (z.B, HauspreBluft, Stickstofflasche oder Aquarienpumpe) dient. 
2- 96-WeU-FUterplatte, eingefuhrt uber die vordere Ofhung des Acrylglasgehauses entlang 
den beiden an den Seitenplatten angebrachten Fuhrungsleisten (lh") bis zum Anschlag an 
den mit der unteren Acrylglasplatte verbundenen Acrylglasblock (li"). 
3" schwarze 96-WeU-Mikrotiterplatte zum Auffangen des FUtrats. 

Arbeitsnrinzio: Der Deckel (Id") des Acrylglasgehauses (1"), der uber ein Scharnier mit diesem 
verbunden ist, wird nach oben gedffhet, urn das Plazieren der FUterplatte (2") und der MUcro- 
titerplatte (3") im Innern des Gehauses zu ermdghchen. Die leere Mikrotiterplatte w^d auf den 
Boden (la") des Gehauses gesteUt. Die bereits mit Proben gefuUte FUterplatte wird in die zwe, 
Fuhrungsleisten (lh"), die sich auf halber Hone in Innern des Gehauses an dessen Seitenwanden 
(lb" und 1c") befinden, eingeschoben (siehe Figur 4). Durch SchlieBen des Deckels und Zie- 
hen der VerschluBklemme (If) werden die beiden Platten gegen einen Anschlag (li") gescho- 
ben, der sich an dem der Offnung gegenuberliegenden Ende befindet. Dadurch werden d,e beiden 
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Flatten automaton so positioniert, daB ein Well der FUterplatte direkt fiber dem entsprechenden 
WeU der Mikrotiterplatte gelegen ist. Durch SchlieBen des Deckels wird auBerdem die in der 
Unterseite des Acrylglasdeckeis integrierte Gummidichtung auf die Oberseite der Filterplatte ge- 
driickt. Dadurch entsteht ein kleiner luftdicht abgeschlossener Raum zwischen Acrylglasdeckel 
und Filterplatte. Nun kann eine Druckquelle, die Uber die Bohrung und das Regelventfl (lg") mit 
dem Raum zwischen Acrylglasdeckel und Filterplatte in Verbindung steht, aktiviert werden. Der 
somit auf die Fliissigkeitssaule in den Wells der FUterplatte ausgetibte Druck ermoglicht die Fil- 
tration, wobei die FUtrationsgeschwindigkeit durch das Regelventil, welches die Gasmenge 
(Luftmenge), die auf die FUterplatte str6mt, bis auf nahezu Null herabregeln kann, bestimmt wird. 
Die Starke des Druckes solKe mogUchst an der DruckqueUe selbst gut einsteUbar sein. Die durch 
die FUter durchgetretene Flttssigkeit wird von der Mikrotiterplatte aufgefangen. Zur DurchfUh- 
rung des Verfahrens zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen ist eine FUtrationsge- 
schwindigkeit von etwa 300 ul/15 min pro WeU geeignet. Nach voUendeter FUtration und Unter- 
brechung der Gaszufuhr konnen die beiden Platten aus dem Acrylglasgehause entfernt werden und 
das FUtrat in der Mikrotiterplatte weiter untersucht werden. (Die Funktion der Klammer bei dieser 
Apparatur besteht darin, lediglich einen luftdichten AbschluB oberhalb der FUtrationsplatte sowie 
eine genaue Positionierung der FUterplatte und der Mikrotiterplatte herzusteUen.) 

Ilnterschied zu apHeren Anoaraten: Das im Vergleich zu herkommlichen Apparaten Neue des 
in Figur 4 gezeigten Apparates besteht darin, daB die FUtration der in die Wells der 96-WeU- 
FUterplatte pipettierten L8sungen durch Anlegen eines Uberdruckes oberhalb der FUterplatte und 
nicht durch Anlegen eines Unterdruckes (Vakuum) unterhalb der FUterplatte durchgefuhrt wird. 
Ein Vorteil des in dieser Apparatur angewandten Prinzips besteht darin, daB der FUtrationsvor- 
gang mit konstanter Geschwindigkeit durchgefuhrt werden kann ohne Auftreten des bei Absaug- 
vorrichtungen, die durch Anlegen eines Unterdrucks betrieben werden, auftretenden initialen 
Drucksprungs infolge des Ansaugvorgangs (AnpreBvorgang an den Dichtungsring). Der Uber- 
druck im Raum oberhalb der 96-WeU-FUterplatte kann neben den oben genannten DruckqueUen 
z.B. auch durch Anlegen einer Aquarienluftpumpe erzeugt werden. AuBerdem sind Personen bei 
der Benutzung des Cerates zur FUtration radioaktiver Materialien wahrend des FUtrationsvorgan- 
ges vor Strahlung durch die 10 mm dicken strahlenabsorbierenden Acrylplatten geschfltzt. 

VgrtgUg der zweiten Aonaratur: Die VorteU der hier beschriebenen Druck-FUtrationsvorrich- 
tung im Vergleich zu herkommlichen Apparaturen Uegt insbesondere in ihrer einfachen Handhab- 
barkeit. Sie ermogUchen eine FUtration auch dann, wenn keine DruckluftqueUe vorhanden ist. 
Somit ist mit diesem Gerat auch fur Untersuchungen aufierhalb eines mit einer DruckluftqueUe 
ausgestatteten Labors, zum Beispiel auf einem ForschungsschuT (Untersuchung von DNA-Scha- 
den in marinen Organismen), m6gUch. Weiterhin ermogUcht die besondere Konstruktion der 
Druck-FUtrationsvorrichtung eine Abschirmung von Strahlung im FaUe der Benutzung der GerSte 
fur die FUtration radioaktiver MateriaUen. Ftlr Filtrationsvorgange von sauerstoffempfindUchen 
Substanzen konnen ansteUe der Druckluft inerte Gase enthaltende Druckflaschen benutzt wer- 
den. Vergleichbare Apparaturen ftir Mikrofilterplatten sind kommerzieU nicht erhaltlich. 
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Patentansprflche 

1.) Verfahren zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbrflchen mit folgenden Schritten: 
(a) Aufgabe von zu untersuchenden ZeUen und/oder Geweben auf spezifische FUter; .(b) Lyse der 
ZeUen/Gewebe mit mindestens einem Detergens, mindestens einer chaotropen Substanz, minde- 
stens einer MetaUionen komplexierenden und DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz und 
mindestens einem spezifisch DNA-Doppelstrang bindenden Huoreszenzfarbstoff; oder Lyse der 
ZeUen/Gewebe mit mindestens einem Detergens, mindestens einer chaotropen Substanz, minde- 
stens einer Protease und mindestens einem spezifisch DNA-Doppelstrang bindenden Fluores- 
zenzfarbstoff; (c) Elution der durch die Lyse freigesetzten DNA-Bruchstilcke durch die spezifi- 
schen Filter, wobei pro Well nur eine Eluat-Fraktion gesammelt wird; (d) Durchfiihren einer 
fluoreszenzspektroskopischen Auswertung. 

2) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi beim Lyse-Schritt als 
chaotrope Substanz Harnstoff mit einer Konzentration von 2,25 mol/1 und als MetaUionen 
komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz EDTA mit einer Konzentration 
von 0,02 mol/1 verwendet wird, die Konzentration des Detergens 0,00175 mol/l betragt und der 

pH-Wert bei der Lyse 1 0 betragt. 

3 ) Kit zur Bestimmung von DNA-Doppelstrangbriichen, enthaltend: mindestens em 
Detergens, mindestens eine chaotrope Substanz, mindestens eine MetaUionen komplexierende und 
DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz, mindestens einen spezifisch DNA-Doppelstrang 
bindenden Fluoreszenzfarbstoff und mindestens einen spezifischen FUtertyp oder mindestens em 
Detergens, mindestens eine chaotrope Substanz, mindestens eine Protease, mindestens einen 
spezifisch DNA-Doppelstrang bindenden Fluoreszenzfarbstoff und mindestens einen spezifischen 

mCTtyP 4 ) Vorric htung zum kontroUierten FUtrieren von flussigen insbesondere DNA-Molekflle 
enthaltenden Medien mit WeU-Filterplatten, mit mindestens einer WeU-FUterplatte (3), mindestens 
einer korrespondierenden Mikrotiterplatte (5) und einer Absaugeinrichtung (7a), gekennzeichnet 
durch: zwei voneinander getrennte, ober- und unterhalb der Fiherplatte angeordnete Gasraume; 
mindestens eine mit einem Behaltnis (1) und der WeU-FUterplatte (3) zusammenwirkende und 
damit eine voUstandige Trennung der beiden Gasraume erzeugende Dichtungseinrichtung (2); erne 
Einrichtung (lb,lc) zum Verbinden beider Gasraume; eine Einrichtung (la) zum Druckausgleich 
zwischen Umgebung und einem Gasraum. 

5.) Vorrichtung zum kontroUierten FUtrieren von flussigen insbesondere DNA-Molekflle 
enthaltenden Medien mit Well-FUterplatten, mit mindestens einer WeU-FUterplatte (2"), minde- 
stens einer korrespondierenden Mikrotiterplatte (3"), gekennzeichnet durch: zwei voneinander 
getrennte ober- und unterhalb der FUterplatte angeordnete Gasraume; mindestens erne mit emem 
Behaltnis (1") und der WeU-FUterplatte (2") zusammenwirkende und damit eine voUstandige 
Trennung der beiden Gasraume erzeugende Dichtungseinrichtung (le"); eine fflr einen Gasraum 
fungierende Dmckbeaufschlagungseinrichtung (lg"). 
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6.) Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3 zur Bestimmung von DNA-Doppel- 
strangbriichen und zum kontrollierten FUtrieren von fliissigen insbesondere DNA-Molekttle, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine Vorrichtung nach einem der AnsprQche 4 und 5 verwendet wrd 

7 ) Verfahren zur Bestimmung von DNA-Einzelstrangbriichen mit folgenden Schntten: (a) 
Lyse von zu untersuchenden ZeUen und/oder Geweben mit mindestens einem Detergens nunde- 
stens einer chaotropen Substanz in Gegenwart mindestens einer Metallionen ^P^renden und 
DNA-Reparaturenzyme hemmenden Substanz und mindestens einem spezifisch DNA-Einzel- 
strang oder DNA-Doppelstrang bindenden Fluoreszenzfarbstoff; (b) Versetzen der die lysierten 
ZeUen und/oder Gewebe enthaltenden Suspension mit mindestens einer Losung, die es erlaubt, 
diese Suspension auf einen alkalischen pH-Wert einzusteUen und die mindestens eine Metalhonen 
komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz aufweist; (c) Durchfuhren emer 
fluoreszenzspektroskopischen Auswertung, 

8 ) Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB beim Lyse-Schntt als 
chaotrope Substanz Hamstoff mit einer Konzentration von 2,25 mol/1, als Metailionen komplexie- 
rende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz EDTA mit einer Konzentration 0,02 mol/1 
und als Detergens SDS mit einer Konzentration von 0,00175 mol/1, bei Schritt b.) als Metalhonen 
komplexierende und DNA-Reparaturenzyme hemmende Substanz EDTA mit einer 
0 02 mol/1 verwendet wird und der P H-Wert beim Lyse-Schritt 10 und im Schntt b.) ^brtiigL 
9 ) Kit zur Bestimmung von DNA-Einzelstrangbruchen, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Detergens SDS, als chaotrope Substanz Hamstoff, als Metalhonen komplexierende und DNA- 
Reparaturenzyme hemmende Substanz EDTA und als Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen verwendet 

wird 

^ ' 10 ) Verwendung des Verfahrens nach einem der AnsprQche 1, 2, 6, 7 und 8 und des Kits 
nach einem der Anspriiche 3 und 9 (a) zum Nachweis von DNA-Einzel- und Doppelstrang- 
bruchen in humanen, tierischen oder pflanzbchen Geweben und Zeller, in Baktenen und E^ 
lem, in Zellinien humanen, tierischen oder pflanzhchen Ursprungs und subzeUularen Frakt^nen, 
sowie in isoherter DNA; (b) zum Nachweis von DNA-Reparatur in humanen, tienschen oder 
pflanzhchen Geweben und ZeUen, in Baktenen und Einzellern, in Zellinien humanen, tienschen 
oder pflanzhchen Ursprungs, subzeUularen Fraktionen, Zell-Lysaten und ZeU-Extrakten (isohene 
Molekiile); (c) zur Messung des Auftretens von DNA-Einzel- und Doppelstrangbnichen und 
deren Reparatur nach Bestrahlung, Chemotherapie und/oder Behandlung mit Gentoxmen, Muta- 
genen und Cancerogenen in humanem und tierischem Probenmaterial, Gewebeschnitten und ZeU- 
suspensionen; (d) zum Nachweis von DNA-Einzel- und Doppelstrangbnichen in gefrorenen 
UntersuchungsmateriaUen nach deren schonender Homogenisation in fltissigem Stickstoff oder 
flussiger Luft in Gegenwart eines Gefrierschutzmitteb; (e) zum Nachweis des Auftretens von 
DNA-Einzel- und Doppelstrangbnichen und deren Reparatur bei berufsbedingter Exposition von 
Personen, die entweder bei ihrer beruflichen Arbeit oder infolge von UnfaUen mit DNA- 
schadigenden Substanzen oder Strahlen in Kontakt kommen. 
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